Можно ли «привить» к белковой глобуле «чужой» активный центр? by Финкельштейн, А.В.
(«Pharmacia») фермент BamHI имеет молекулярную массу 66000 и состоит из четырех 
субъединиц с молекулярной массой 16500 каждая . 
Таким образом, результаты наших исследований свидетельствуют о том, что ре-
стрикционные эндонуклеазы BamHI и BnaI, обладающие одинаковой специфичностью, 
отличаются друг от друга по ряду физико-химических свойств. Эти белки имеют разные 
молекулярные массы, отличны по стабильности и требуют различной ионной силы для 
гидролиза субстрата. Дальнейшее сравнительное изучение рестриктаз с одинаковой суб-
стратной специфичностью позволит расширить наши представления о явлении изоши-
зомерии. 
SOME D I F F E R E N C E S B E T W E E N BAMHI AND B N A I , 
THE R E S T R I C T A S E S W I T H THE SAME SPECIFICITY 
E. L. Kim, O. P. Makhovich, S. S. Maliuta 
Ins t i tu te of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukra in ian SSR, Kiev 
S u m m a r y 
The restriction endonuclease BnaIy be ing BamHI t rue isoshisomer, is isolated f rom Вас. 
natto B3364 strain. I ts molecular weight , s tabil i ty and optimal reaction condi t ions are 
studied. Compara t ive inves t igat ions have shown tha t according to these physicochemical 
characteris t ics the BamHI and BnaI enzymes differ f rom each other in spite of their ana-
logous specificity. 
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МОЖНО ЛИ «ПРИВИТЬ» К БЕЛКОВОЙ ГЛОБУЛЕ 
«ЧУЖОЙ» АКТИВНЫЙ ЦЕНТР? 
А. В. Финкелыытейн 
Известно, что белки с совсем разной первичной структурой и различной пространствен-
ной организацией могут иметь одинаковые или сходные биохимические функции [1]. 
Классическим примером являются сериновые протеазы— белки с различающейся ар-
хитектурой (рис. 1), но одинаковой конфигурацией ключевых боковых групп в ката-
литическом центре (рис. 2) . 
Можно ли белковую молекулу уподобить каркасу с закрепленным на нем актив-
ным центром [5] или в катализе активно участвует вся белковая глобула [6]? Ответ 
на этот вопрос имел бы большое значение не только для искусственного «конструиро-
вания» белковых молекул, но и для проблемы возникновения функционирующих бел-
ков в природе. 
С появлением белковой инженерии [7] наметилась возможность эксперименталь-
ного подхода к таким, прежде сугубо теоретическим, вопросам [8]. 
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Если белковая глобула является только твердым «фундаментом» для активного 
центра, то на ней можно создать и другой активный центр (с новой, «привитой» функ-
цией) путем направленных точечных замен нескольких поверхностных аминокислот-
ных остатков. 
Рис. 1. Схема строения двух разных сериновых протеаз, трипсина (а) и субтилиза-
на (б). На фоне общего контура глобул показаны α-спирали (тонкие цилиндры), 
β-листы и β-цилиндры; район активного центра выделен черным треугольником 
Fig. 1. The architecture of the two different serine proteases, t ryps in (a) and subtili-
sin (6). The α-helices (thin cylinders) , β-sheets and β-barrels are shown at the back-
ground of globule contours. The active site region is marked by black t r i ang le 
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Рис. 2. Схема строения каталитических центров трипсина [2] (а) и субтилизина [3] 
(б). Черным выделены фрагменты главной цепи (вплоть до Ср-атомов); ход главной 
цепи показан стрелками, ковалентные связи Cp- и γ -атомов — тройными линиями. 
Кружком отмечено расположение NH-группы, существенной [1, 4] для эффективности 
реакции. Видно, что инвариантно только расположение боковых групп системы пере-
носа заряда (Ser; His; Asp) 
Fig. 2. The schemes of the catalyt ic sites of t rypsin [2] (a) and subtilisin [3] (6). 
The backbone f r a g m e n t s (up to Cp-atoms) are blacked; the a r rows indicate backbone 
direction; the triple lines show the covalent bonds between Cp- and γ -a toms . The circle 
marks the position of the NH-group which is important f l , 4] for the activity level. It is 
seen that invariant is only the posit ion of the side chains of the charge relay system 
(Ser; His; Asp) 
Особенно удобно проводить такие замены в местах глобулы, где пространствен-
ное расположение ее аминокислотных остатков у ж е «напоминает» желаемый активный 
центр (рис. 3). Ключевой элемент «сходства» — расположение в пространстве β- и 
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γ-атомов — в значительной мере определяющее позицию химически активных концов 
боковых цепей. 
Проведенный при помощи А. Г. Головинской и С. И. Фроловой анализ простран-
ственных структур ряда белков, взятых из Банка белковых структур [9], показал, 
что такие «потенциальные активные центры» довольно часто встречаются на поверх-
ности белковых глобул. 
Так, на поверхности дигидрофолатредуктазы [10] найдена одна (37; 57; 35) , 
а на поверхности лизоцима фага Т4 [ 1 1 ] — д в е (148; 10; 101) и (8; 29; 69) группи-
ровки из трех аминокислотных остатков, сходные (с точки зрения пространственного 
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Рис. 3. Схема, иллюстрирующая идею «прививки» активного центра: а — расположе-
ние боковых групп в активном центре — «привое» (тройными линиями выделены связи 
β- и γ-атомов в боковых группах ключевых аминокислотных остатков); б — найденное 
в белке — «подвое» — сходное расположение β- и Ύ - а т о м о в боковых групп; в — предпо-
лагаемое расположение групп в «новом» (привитом) активном центре («старый» ак-
тивный центр белка может сохраниться). Справа: модификация гена при «прививке» 
Fig. 3. The «gra f t ing» of the «alien» active site: a — the position of side chains in the 
«alien» active site; (the triple lines show the β-γ bonds in the key side chains) ; б — the 
similar positions of β-γ bonds in the other protein; в — the expected posit ions of the 
side chains of the «new» active site a f te r the «graf t ing»; the «old» acfive site may be 
preserved. To the right: the scheme of the site-directed mutagenes i s 
размещения β- и γ-атомов) с каталитической триадой (Ser; His; Asp) сериновых про-
теаз. Координаты β- и γ-атомов лучшей из этих «троек» (рис. 4), найденной в лизоци-
ме, соответствуют координатам аналогичных атомов в каталитическом центре трип-
сина с точностью 0,06 нм (т. е. с точностью, характерной для сходства каталитических 
центров разных протеаз) . 
Вблизи от этой «тройки» находится нечто, напоминающее субстратсвязывающую 
щель сериновых протеаз, прикрытую боковой цепью Leu 164 — последнего остатка в 
цепи лизоцима. Leu l64 расположен примерно там же, где в субтилизине находится бо-
ковая цепь остатка Asn 155, необходимого для эффективного катализа [4] (см. рис. 2) . 
Возможно, понадобятся еще одна — две мутации (в частности, видимо, отщепление 
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Leu 164 или замена типа Leu464~*Asn) для придания этой щели подходящей формы. 
Можно полагать, что улучшить субстратсвязывающую щель (при «готовом» катали-
тическом центре) уже относительно проще, чем создать каталитический центр, так как 
щель требует существенно меньшей точности — здесь «допустимая погрешность» опре-
деляется уже не жесткостью ковалентных связей, а лишь жесткостью невалентных 
взаимодействий. 
Анализ структурных последствий предлагаемой «прививки» показывает, что она 
не должна существенно сказываться на стабильности белковой глобулы. «Новый» ак-
Рис. 4. Предполагаемая конфигурация боковых групп «нового» активного центра мо-
дифицированного лизоцима фага Т4. Отмечены β- и γ-атомы, расположение которых в 
лизоциме сходно с расположением β- и Ύ-атомов в каталитическом центре сериновых 
протеаз 
Fig. 4. The expected position of the side chains in the «grafted» active site at the phage 
T4 lysozyme. The positions of the marked β- and γ-atoms coincide with the positions 
of corresponding atoms in the active sites of the serine proteases 
Рис. 5. Расположение «привитого» (протеазного) активного центра (черный треуголь-
ник) на глобуле лизоцима фага Т4. «Старый» активный центр размещается в щели 
Fig. 5. The position of the «grafted» (protease) active site (black triangle) at the phage 
T4 lysozyme globule. The «old» active site of lysozyme is situated in the cleft. 
тивный центр будет находиться вне (рис. 5) «собственного» активного центра белка, 
так что белок с «прививкой» должен сохранить функцию лизоцима. Можно надеяться, 
что этот белок (вероятно, не сразу, а после некоторой «доводки») приобретет и но-
вую функцию — функцию протеазы. 
IS IT POSSIBLE ТО GRAFT 
AN «ALIEN» ACTIVE SITE ON A PROTEIN GLOBULE? 
Α. V. Finkelstein 
Institute of Protein Research, 
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S u m m a r y 
If a protein globule serves only as a rigid «foundation» for the active site, then the other 
«alien» active site can be «grafted» onto it by site-directed mutagenesis. Under this 
hypothesis, the mutations are singled out which should be introduced to the T4 phage 
lysozyme to «graft» it the protease activity. 
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ЦЕЛЕНАПРАВЛЕННЫЙ МУТАГЕНЕЗ 
И ЭКСПРЕССИЯ МУТАНТНОГО ГЕНА ЛИЗОЦИМА ΦΑΓΑ Т4 
В. В. Леонтьев, О. И. Грязнова, А. Т. Гудков 
Введение. Метод олигонуклеотид-направленного мутагенеза [1] открывает широкие 
возможности для исследования принципов функционирования белков и в перспективе 
создания новых белков с заданными свойствами. 
В работе [2] теоретически рассматривается возможность «прививки» активного 
центра сериновых протеаз на поверхность белковой глобулы. Анализ пространственной 
структуры ряда белков показал, что одним из подходящих «носителей» привитого ак-
тивного центра может стать лизоцим бактериофага Т4 [2]. 
Для экспериментальной проверки такой возможности в гене этого белка нами 
проведены нуклеотидные замены, изменяющие смысл кодонов для трех аминокислот 
(Aspl0->Hisl0, AsnlOl-^Asp 101, Arg l48-^Ser l48) ; сконструированы плазмиды для 
экспрессии мутантного белка и белка дикого типа. 
Материалы и методы. В работе использованы штаммы Escherichia coli: JMI01 
(Macproj thi, sup Ε, Ff traD36, pro AB, Iacht ΖΔΜΙ5), IMlOS (Macpro, thi, slrA, endA, 
sbcB 15, hsdR4, F' traD36, proAB, IacU, ΖΔΜ15), RZ1032 (HfrKL16, PO/45, IysA (61-62), 
thi-1, relAl, SpoT 1, dut-1, ung-1, Zbd-279: :Tnl0), векторный бактериофаг M13mpl8. 
Олигонуклеотиды синтезированы на автоматическом ДНК-синтезаторе «Gene Assemb-
ler» фирмы «Pharmacia» (Швеция), ферменты рестрикции и лигирования производства 
НПО «Фермент» (Вильнюс). Ген лизоцима фага Т4 любезно предоставлен д-ром Тибо-
до (Сиэтл, США). 
Общая схема работы представлена на рис. 1. Ген лизоцима, исходно встроенный 
в бактериофаг λ 1358 [3], переклонирован в фаг М13тр18 по сайтам XbaI и HindIII. 
Так был получен фаг МІЗеІ. 
Кольцевую однонитевую Д Н К этого фага выделяли фенольной депротеинизацией 
зрелых фаговых частиц [4], выращенных на штамме RZ1032. Выделенная из этого 
штамма фаговая Д Н К содержит определенный процент замен T-^U, не приводящих 
к изменению кодирующих функций, но делающих ее объектом интенсивной репарации 
в обычных штаммах Е. coli [4]. Кольцевую Д Н К отжигали с двунитевой Д Н К роди-
тельского фага М13тр18, выделенной из обычного штамма и рестрицированной по 
сайтам HindIII и SmaI, получая, таким образом, «дуплекс с брешью» [5]. Затем к 
гену лизоцима с помощью гибридизации одновременно присоединяли три мутагенных 
олигонуклеотида: 
I (CTAAGACCTTCATCTATAC, Asp IQ-^His 10), II (GG A A AACC АТАТСААТС A ATGC, 
A s n l O l ^ A s p l O l ) , III (CGTTGTAATGACTGATTTTGC, A r g l 4 8 + S e r l 4 8 ) . 
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